OROANISAlim MONDIALB DE LA FROFRIEIE irnELtECTUEtLE 

Burean international 




PCX 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBUEE EN VERTU DU TRATTE DE COOPERATION EN MATIERE M BREVETS (PCT) 



(51) Classiflcation internatloiiale des brevets ^ : 
C12N lSn7, A61K47/48» 97127 



Al 



(11) Nmn^ de pabUcation faiternattonale: WO 9S/ISS65 
(43) Dale de publication biternatkniale: 13 joOlet 1995 (13.07.95) 



(21) Nuni6ro de la demande faHematkmale: PCT/FR95/00Q22 

(22) Date de d^ faiteniatioiiab 9 Janvier 1995 (09.01.95) 



(30) Donnte rdalives & la priorf ttf: 

94/00159 10 Janvier 1994 (10.01M) PR 



(71) D^osant (pour urns ie$ Etats disignis sauf USH RHONE- 

POULENC RORER SA. [HR/FR]; 20, avenue R^roond- 
AiDn» F-92160 Antony C6dex (PR). 

(72) Inventeiirs; et 

(79 Inventeiura^)^po8ant8 (US seuUment^ BEHR, lean-Paul 
[ni/PR]; 7, lue Eugenie, P-67100 Strasboing (TO). 
DEMENdX, Baiban [OB/FR]; 29. roe Oudiy, F-75013 
Paris (m). REMY, Jean-Setge [FR/FR]; 19, rue de 
Soultz, F-67100 Strasbouxg (FR). SCHERMAN, Daniel 
[FR/FR]; 50» roe du Disque, F-75645 Paris C6dex 13 (EH). 
SCHWARTZ. Bertrand [RR/FR]; 13-15, me Paul-Bert, 
F-94700 Maisois-Alfort (FR). 

(74) Mandataire: BECKER, Philqjpe; Rhdne-Poolenc Rorer SA., 
Direction Brevets, 20, avenue Raymond-Anm, F-92160 
Antony (FR). 



(81) Etats d^rignft: AM, AU. BB, BO, BR, BY, CA, CN, CZ, EE, 
PI, GE, HU, JP, KE, KO, KP, KR, KZ, LR, LT, LV. MD, 
MG, MN, MW. MX, NO, NZ. PL, RO, RU, SO. SI, SK, 
TJ, TT, UA, US, UZ, VN, brevet europ6en (AT, BE, CH, 
DE, DK, ES, FR, GB, GR, m, rr. LU, MC, NL, FT, SE^ 
.brevet OAPI (BF, BJ, CP, CG, CI, CM, GA, GN, ML, MR. 
NE, SN, TD, TO), brevet ARIPO (KE, MW, SD, SZ). 



Poblide 



Avec rapport de recherche imematUmale, 



(54) Title: COMPOSITION CONTAINING NUCLEIC ACIDS, PREPARATION AND USES 

(54) Hire: COMPOSITION CONTENANT DES AdDES NUCLQQUES, PREPARATION ET UTILISATIONS 

(57) Abstract 

The present invention relates lo compositions conprising at least one nudeic add and one lipopolyamine, and their utilisation in gene 
therapy* particularly for the transfert in vivo of nudeic adds. 

(57)Abr^ 

La pxtsente invention co n c em e des compositions oomprenant au moins un acide nudtfique et une lipopolyamhse, et leur utilisation 
en th6rapie gdnique, notamment pour le transfert In vivo d*addes nud^ues. 



UNIQUEMENTA TTTRE EyiNFOEMATiON 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT» sur les pages de couvefture des brochures publxant 
des demandes intemationales en veita du PCT. 



AT 


Antrichc 


GB 


Royiiiiil0*Uiii 


MR 


Mauritania 


AU 


Aiutndie 


GK 




MW 


MaM 


BB 




GN 




NB 


Miser 


BE 


Buifcini Ato 


GR 


GrtCC 


NL 


Pay»-Bas 


BF 


HU 


Hoofrie 
Iilanda 


NO 




BG 




IE 


NZ 


NouveDe-Z^taBde 


Bl 




IT 


Italie 


PL 


Pologne 


BR 


B«£sa 


JP 


JapGo 


PT 


Pbftofal 


BY 




KE 


Kenya 


RO 


Ruujiianie 


CA 


Canada 


KG 


Kii||iiziitaD 


RU 


Ffdtfntion de Ruaaie 


CF 


■* « «« II ■ ■■ IMIIM rfL J 1 1 ■ tn ■ 

KCpUmmilB >i«Miin4»IUB 


KP 


R^nMl^pia populalre dfliBoci'Ul^ii 


a SD 


Sondai 


CG 


Coogo 




deCoiee 


SB 


Sufede 


CH 


Sniise 


KR 


— - -* « «» - - » - 


SI 


Stovtaie 


a 


CtedlvoiR 


KZ 




SK 


SlovaqniB 


CM 




U 




SN 




CN 


Ctim 


LK 


SxiLiifta 


TD 


TcfaKl 


CS 


Tetateodovaqnle 


LU 


LttxemboQif 


TG 


TOBO 


CZ 




LV 


LettoniB 


T4 




DE 


ABcmagne 


MC 


Monaco 


TT 


TrInitf-et-Tobtgo 


DK 

ES 


Dancniaric 


MD 


Rfpoblique de Moldova 


UA 


Ukniae 

Etats-Uhis d'Amtfniue 




MG 


Madapscar 


US 


Fl 


FinUndc 


ML 


MaB 


uz 




FR 




MN 


Mioqgolie 


VN 


Viet Nam 


GA 


Gabon 











wo 95/18863 



PCT/FR9SA)0022 



1 

rOMPOSTTION CQNTENANT PES ACTOES NUCLETOUES. 
PREPARATION ET UTILISATIONS 

La |:»esente invention conceme des compositicEns a base daddes nudeiques, 
leur preparation et leur utilisation. Plus particulidrCTent, die ocHioeme des 
5 compositions comprenant au moins un adde nudeique et une lipopolyamine et leur 
utilisation en therapie g§nique, notamment pour le transfert d*addes nudfiiques. 

La tfierapie genique consiste k corriger une defidenoe ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante, etc) ou h assurer Texpression d*une proteine d*interet 
th6rapeutique par introduction d'tme information genetique dans la cellule ou Torgane 

10 affect6. Cette information g^6tique peut Stre introduite soit in vitro dans ime cellule 
extraite de Torgane* la odlule modifite 6tant alc^ r6introduite dans Tc^ganisme, soit 
directement in vivo dans le tissu appropri6. Diffgcentes techniques ont €te decrites 
pour le transfert de cette information g6n£tique, parmi lesquelles des techniques 
divacses de transfection impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran 

15 (Pagano et al„ J.ViroL 1 (1967) 891). tfADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al.. 
Science 243 (1989) 375). ADN et de Upides (Feigner et al.. PNAS 84 (1987) 7413), 
d'ADN et de polylysine, Temploi de liposomes (Fraley et al., J.BioLChem. 255 (1980) 
10431). etc. Plus recemment. Temploi de virus comme veaeurs pour le transfert de 
ghnes est apparu comme une alternative prometteuse & ces techniques 

20 physicochimiques de transfection. A cet ggard, diffSrents virus ont ete testes potir leur" 
capadti k infecter certaines populations cellulaires. En particulier. les retrovirus (RSV.r 
HMS. MMS. etc), le virus HSV. les virus adeno-associes. et les adenovirus. 

Toutefois. les techniques d6veloppees jusqu'a present ne permettent pas de 
resoudre de maniere satisfaisante les difficultes liees au transfert de genes dans les 

25 cellules et/ou Tocganisme. En particulier. les problemes lies a la penetration de Tadde 
nud&que dans les cellules ne sont pas entiSrement r§solus. En effet. la nature 
polyanionique des addes micl^ques previent leur passage k travers les membranes 
oellulaires. S'il a 6t6 montrS que les addes nuclSiques nus sont capables de traverser la 
membrane plasmique de certains types cellulaires in vivo (voir notamment la demande 

30 n*^ WO90/11092), Tefficacite de transfection reste assez faible. De plus, les acides 
nucleique nus ont une demi-vie plasmatique courte, en raison de leur degradation par 
les enzymes et de leur elimination par les voies urinaires. Par ailleurs. si les virus 
recombinants permettent damSlior^ Teff icacite de transfert des addes nucleiques. leur 
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emploi pr6sente certains risques tds que la pathog^itg. la mnsmission. la 
f^lication, la lecombinaison, la transformation, rimmuno^nidtg, etc 

La pi^sente invention apporte une solution avantageuse h ces differents 
ptobl&nes. La demanderesse a en effet monirg que certaines compositions comprenant 
5 un adde nuclSque et une lipopolyamine peuvem permettre te tiansf eit in vivo dudit 
adde nucl6ique dans une cdlule et/ou un organe avec une grande efficadtS et sans 
tojdcitfe. Les compositions de Tinvention permettent igalement d'feviter les 
inoonvMents life k I'emploi de vecteurs viraux (dangers potentiels. taille limitfie du 
gtee transfers, prix &.ev6, etc). 

10 L'utilisation de certaines lipopolyamines pour transfecter in vitro des cultures 

ceUulaires a deji 6t6 d&rite dans I'art antfeieur. Ainsi. la demande EP 394 111 dteit 
l'utilisation de certaines Iqjopolyamines pour la transfection de lignto ceUulaires in 
vitro. De meme, I'artide de Demeneix et al OnL J. Dev. BioL 35 (1991) 481) d&rit 
l'utilisation d'une lipopolyamine (la dioctadteylamidoglycyl spermine. DOGS) pour la 

15 transfection d'acides nuclfeiques in ovo. Selon ces documents, les lipopolyamines 
doivent Stre utilis^es dans des conditions teUes que le rapport charges positives de la 
lipopolyamine / charges negatives de I'acide nudeique soit comi»is entre 2 et 5, et de 
pr6f6rence 6gal i 3 ou 4. Cependant, conune le montrent les examples 8 et 9 de la 
presente demande. de manifae suiprenante, aucune des conditions dicrites dans ces 

20 documents ne permet la transfection d-addes nucl6iques in viva En raison 
d'interaction avec des macromolecules anioniques ou avec la matrice extracellulaire 
des tissus. les paiticules famees dans ces conditions sont en effet incapables de 
diffuser hors du site d'applicaticm. et done de transferer tout acide nudeique in vivo. 
De plus, les conditions de preparation decrites dans ces documents ne sont pas 

25 appKcables i la realisation de compositions pharmaceutiques contenant des quantitfes 
importantes d'addes nucl6iques. La demanderesse a maintenant montr6 que, dans 
certaines conditions, les lipopolyamines peuvent fitre utilisSes pour la transfecticn in 
vivo d'addes nud6iques. Plus particuliirement. la demanderesse a trouv6 que, de 
mani&e suiprenante, des compositions comprenant un adde nudfiique et une 

30 lipppdyamine dans des conditions teUes que le rapport charges positives de la 
Upopolyamine / charges n6gatives de I'adde nudfeique soit inferieur ou 6gal a 2 
permettent la transfection dudit adde nuclftque in vivo avec une grande efficacit6. De 
plus, la demanderesse a mis au point certaines conditions permettant la preparation de 
ces compositions pharmaceutiques incorporant des quantites importantes d'adde 
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ftucl^ique. Les cx>mpositions phannaceutiques de rinvdtitioii constituent ainsi des outUs- 
paiticuIiSiement avantageux pour radministration et le transf ert d'addes nuclSiques m 
vivo. 

Un premier objet de Tinventlon reside done dans une composition comprenant 
5 au moins un acide nuclSique et une lipqx)lyamine, dans laquelle le rappor t R = charges 
positives de la iipppolyamine / charges negatives de Tadde nudeique est inSerieur ou 
6gal&2. 

Au sens de la presente invention, le terme lipopolyamine designe toute 
mol6cule amphiphile comprenant au moins vne region hydrophile polyamine et une 
10 legion lipophile. La region polyamine des lipopolyamines, chargee cationiquement, est 
capable de s*assoder de manidre reversible avec Tadde nucleique» charg6 
n6gativement Cette interaction compacte fortement I'adde nucl^ique. La r§gion 
lipq)hile rend cette interaction ionique insensible au milieu exteme, en recouvrant la 
particule nudtelipidique f orm6e d'une pellicule lipidique. 

15 Avantageusement, la r§gion polyamine des lipopolyamines utilis6es dans le 

cadre de Tinvention rgpond i la f ormule ggn6rale 

H2N-(-(CH)m-NH.)n-H 

dans laquelle m est un nombre entier superieur ou egal i 2 et n est \m nombre entier 
20 superieur ou 6gal a 1, m pouvant varier entre les differents groupes de carbone 

■fir* 

compris entre deux amines. Preferentiellement, m est compris entre 2 et 6 
inclusivement et n est ccmipris entre 1 et 5 inclusivement Enccro plus 
prgf&entidlement, la rigion polyamine est reixi§sent6e par la spermine ou un analogue 
de la spermine ayant conserve ses prqniStte de liaiscm i TADN. 
25 La region lipof^e peut etre tme chaine hydrocarbonee, saturee ou non, du 

cholesterol, un lipide naturel ou un lipide synthetique capables de former des phases 
lamellaires ou hexagonales. 

Avantageusement, on utilise dans le cadre de la prgsente invention des 
lipopolyamines telles que denies dans la demande de brevet EP 394 111. Cette 
30 demande d6crit 6galement un proc6de utilisable pour la jxeparation de ces 
lipopolyamines. 
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De fnanidce particulierement avanta^use, on udlise dans le cadre de 
rmvendon la dioctaddcylanddoglycyl spennine (DOGS) ou la 5-carixsxyq)ennyIanude 
de la palmitpylphosphatidylethanolamine QFPES). 

Pour obtenir un effet optimum des oompositicns de rinveniion, ks 
5 proportions req)ectives de la polyamine et de Tacide nudfique sont de prfiference 
d6termin£e5 de sc^ que le rapport R charges positives de la lipopolyamine / charges 
negatives de Tacide nucleique soit compris entre 04 et 1.9; plus p r efe rentiellement 
entre 0,5 et 1,5. 

Dans les compositions de la prtsente invention, FiEidde nucleique peut etre 
10 aussi bien un acide d&soxyribonucl&que qu*un adde ribonud^ique. II peut s'agir de 
s6quenoes d'origine naturdle ou artifideUe, et notamment d*ADN gteomique, 
d*ADNc, d'ARNm, d*ARNt. d^ARNr. de sequences hybrides ou de sequences 
synthetiques ou semi-synth£tiques. Ces acides nucl^ques peuvent etre d'origine 
humaine, animate, v§getale, bacterienne, virale, etc. Us peuvent Stre obtenus par toute 
15 technique connue de i*homme du metier, et notamment par criblage de banques, par 
synth^ chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 
par ailleurs etre incoipwes dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concemant plus particulierement les addes desoxyribonucleiques, ils peuvent 
20 etre simple ou double bcin. Ces addes desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques, des sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des 
sequences antisens^ des regions de liaison a d*autres composants cellulaires, etc. 

Au sens de Tinvendon, on entend par gdne th6rapeutique notamment tout 
gdne oodant pour un produit prot6ique ayant un effet th^rapeutique. Le produit 
25 proteique ainsi code peut €tre ime proteine, un peptide, etc. Ce produit |XOteique peut 
dtre homologue vis-&-vis de la cellule dble (c*est-i-dire un produit qui est 
nonnalement exprimS dans la cellule cible lorsque celle-ci ne prgsente aucune 
pathologie). Dans ce cas» Texpression d'une proteine permet par exemple de pallier 
une expression insuffisante dans la cellule ou Texpression d'lme proteine inactive ou 
30 faiblement active en raison tfune modification, ou encore de surexprimer ladite 
proteine. Le gene th^peutique peut aussi coder pour im mutant d'une prot6ine 
cellulaire, ayant une stability accrue, une acdvite modifiee, etc. Le produit prot6ique 
peut Sgalement etre h6terologue vis-&*vis de la cellule dble. Dans ce cas, une 
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prot&ie exprimSe peut par exemple completer ou apporter une activity dtficiente 
dans la cellule, lui pennettant de lutter contie une pathologie, ou sdmuler une r&ponse 
immunitaire. 

Parmi les produits th^rapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
5 citer plus particulierement les enzymes, les d^ves sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs pr&curseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF. bFGF, NT3, NTS. 
HARP/pl6iotrophine, etc; les apolipoprotfeines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 
10 05125), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la prot^ine CFTR 
associSe i la mucoviscidose, les gdnes supjrosseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745). les g&ies oodant pour des facteurs impliqute dans la 
coagulation : Facteurs Vn, Vni, IX, les genes intervenant dans la reparation de 
FADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), etc. 

15 Le gdne th^rapeutique peut ^galement 6tre un ghne ou une s6quehde 

antisens, dont Texpression dans la cellule cible permet de contrdler Texpression de 
gtees ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par 
exemple, Stre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires d*ARNm 
cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en protSine, selon la technique d^crite dans 

20 le brevet EP 140 308. Les antisens comprennent egalement les sequences codant pour 
des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des ARN cibles (EP 321 
201). ^ 

Comme indique plus haut, Tacide nucleique peut egalement comporter un ou 
plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez Thomme 

25 ou Tanimal tme r§ponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
rinvention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appliques a Thomme ou k Tanimal, notamment contre des 
micnxxganismes, des virus ou des cancers. U peut s*agir notamment de peptides 
antig&tiques sp6cif iques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de I'hepatite 

30 B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de tumeurs (EP 
259212). 



Preferentiellement, Tacide nucleique comprend Egalement des s^uences 
pennettant Texpression du gbne therapeutique et/ou du gine codant pour le peptide 
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antigenique dans la cellule ou Torgane desire. II peut s'agir des sequences qui scmt 
natuiellement lesponsables de Texpcessicm du gjbne considSrg lorsque ces sequences 
sonl suscepdbles de foncdonner dans la cellule infectee. n peut 6galement s*agir de 
s6quences d*origine diffSrente (responsables de Texpiession d*autres proteines. ou 

5 m&ne synth6tiques). Notamment. il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s*agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De mgme, il peut s*agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus. A cet egardt on peut citer par exemple les 
promoteurs des gtees ElA, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces s6quences 

10 tfexptession peuvent £tre modifies par addition de sequences deactivation, de 
regulation, etc. 

Par ailleurs, Tacide nuclSique peut egalement comporter, en particulier en 
amont du gdne th^peutique, une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
synth6tis6 dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
15 etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut 6galement 
s^agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal 
artificielle. 

Dans un autre mode de mise en oeuvre. la presente invention conceme des 
compositions comprenant vai acide nucleique. ime lipopolyamine et un adjuvant 
capable de s'associer au complexe lipopolyamin^acide nucleique et d'am6Iiorer le 
pouvoir transfectant. La demanderesse a en effet montre que le pouvoir transfectant 
des lipopolyamines peut etre de mani^ inattendue augmente en presence de certains 
adjuvants (lipides ou protSines par exemple). capables de s'associer au complexe 
lipopolyamine/adde nucleique. Comme le montrent les exemples 4 & 7 de la presente 
demande. cette amelioration se manifeste aussi bien in vitro que in vivo. 

Plus pre f erentiellement, les compositions de Tinvention comprennent, 
comme adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont 
particulierement avantageuses. notamment lorsque le rapport R est faible. La 
demanderesse a en effet montrfe que I'addition d'un lipide neutre permet tfam61iorer la 
formation des particules nucleolipidiques et» de maniere surprenante. de favoriser la 
penetration de la particule dans la cellule en destabilisant sa memlxane. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la 
presente invention sont des lipides a 2 chaines grasses. 

De mani^ particulierement avantageuse. on utilise des lipides naturels ou 
S3mthetiqueSt zwitterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions 
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physiologique. D peuvent &tre choisis plus particuligrement pormi' la 
dioleoylphosphatidylSthanolamine (DOPE), le olteyl-palmitoylphos- - 
phatidylethanolamine (POPE), le di-steaioyl, -palmitoyl, -mirystoyl 
phos{dmtidyl£tfaanolaiiime ainsi que leurs deriv6 N-m6ihyl£s 1 i 3 fois; les 
5 phosphatidylglyc^ls. les diacylglycerols, les glycosyIdiacylglyc6rols, les 
c6rgbmsides (tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingblipides (tels 
que notamment les sphingomyelines)ou encore les asialogangliosides (tels que 
notanunent les asialoGMl et GM2). 

Ces diffSrents lipides peuvent etre obtenus soit par synth^, soit par 

10 extraction h partir d*organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des techniques 
classiques bien connues de Thomme du metier. En particulier, Fextraction des lipides 
naturels peut gtre realis6e au moyen de solvants c»ganiques (voir 6galement 
Lehninger, Biochemistry). 

PrefSrentiellement, les compositions de Tinvention comprennent de 0,1 k 20 

15 Equivalents d*adjuvant pour 1 equivalent de lipopolyamine, et, plus 
pref erentiellement, de 1 & 5. 

Les compositions selon Finvention peuvent Stre formul6es en vue 
d'administrations par voie topique, cutanSe, orale, rectale, vaginale, parenterale, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, 

20 transdermique, etc. De preference, les compositions pharmaceutiques de I'invention 
contiennent un vEhicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 
injectable, notamment pour ime injection directe au niveau de Torgane desire, ou potiur 
une administration par voie topique (sur peau et/ou muqueuse). U peut s'agir en 
particulier de solutions stales, isotoniques, ou de compositions stehes, notanunent 

25 lyc^hilisees, qui, par addition selon le cas d*eau sterilisee ou de serum physiologique, 
permettent la constitution de solutes injectables. Les doses d^acide nucl6ique utilis6es 
pour rinjection ainsi que le nombre d'administrations peuvent Stre adapt^es en 
fonction de diff^rents paramdtres, et notamment en fonction du mode 
d'administration utilis6, de la pathologie concemee, du gene k exprimer, ou encore de 

30 la dur§e du traitement recherch^e. 

La prfesente invention foumit ainsi une methode particulidrement 
avantageuse pour le traitement de maladies, comprenant Tadministration in vivo d'un 
acide nucl&que apte i oorriger ladite maladie assodS i une lipopolyamine dans les 
conditions dSfinies ci-avant Plus particulierement, cette mSthode est applicable aiix 
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maladies resultant une ddficience en un produit proteique ou nuclfeique et Tadde 
nudeique administrt code pour ledit produit proteique ou contient ledit produit 
nucl6ique. 

La piesente invention sera plus completement dScrite i Taide des exemples 
5 qui suivent. qui doivent Stxe consideres comme illustratife et nai limitatif s. 

f yRMPLE 1 - Plasmides utilisfes pour le transf ert de gfenes in vivo 

Trois types de constructions ont 6t6 utilise potir mettre en Evidence 
ractivite des compositions de Tinvention : Des plasmides comportant le gene codant 
pour la ludf&ase (Luc), des plasmides comportant le g&ie codant pour la B- 
10 gaTf>/^/vriHftgft (gtee UcZ) et des plasmides comportant le g&ie codant pour la 
chloramphenicol acfetyl transferase (CAT). 

1.1. Plasmides comportan* Ic gene Luc 

Le plasmide pCMV-luc comporte le promoteur du Cytomegalovirus (CMV), 
extrait du plasmide vecteur pcDNA3 (Invitrogen) par coupure avec les enzymes de 
15 restriction Mlu I et Hindffl, situe en amont du g&ie codant pour la ludferase, insfere 
aux sites Mlul et Hindin dans le vecteur pGL basic Vector (Promega). 

1.2. Plasmides compcMtant le g6ne LacZ 

Le plasmide pCMV-BGal (Clontech) comporte le promoteur CMV situe en 
amont du gdne LacZ codant pour la p-galactosidase ^Escherichia coli. Le vecteur 
20 pSV-nls LacZ (pAOnlsLacZ) comporte le meme promoteur. une sequence de 
localisation nuclSaire (issue du virus SV40) localise en phase et en amont du gdne 
l ^(;Z , Cette construction permet Vexpression de la proteine de fusion nls-^ 
galactosidase dans le noyau des cellules (Cf De Luze et al„ PNAS 90 (1993) 7322). 

1.3. Plasmides comportant le gene CAT 

25 Les plasmides ayant pour gene rapporteur le gene codant pour la 

chloramphenicol acetyl transferase (CAT) sous controle des promoteurs RSV (pRSV- 
CAT) et SV40 (pSV40-CAT) ont 6te publics (Boutiller et al.. Prog. Neuro- 
PhychoPharmacol. et Biol. Psychiat. 16 (1992) 959; de Luze et al. PNAS 90 (1993) 
7322). 
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FXEMPLE 2 - Transfert d*acide nuclSique in vivo dans le cerveau de souris nouveau* 
n§es en utilisant une lipopolyamine dans un rapport R s 0»8. 

Cet exemple d^crit le transfert du plasmide pCM V-luc in vivo sur le c^veau 
de souris nouveau-n6es. » 
5 30 de plasmide pCMV-luc (exemple 1.1.) ont 6t& dilu& dans. 30 ^ NaCl 

150 mM sterile (concentration de 1 \Jig/vi). Ensuite, 0.6 ^1 de dioctad6cylamidogIycyi 
spemiine (DOGS) 40 mM, pr6par6 dans de r§thanol 100 %, ont et6 ajoutSs. 

Le melange a ete vortex6 rapidement et utilise pour des injections 
intrac6rebrales chez des souris nouveau-n6es. Pour cela. les souris ont ete 

10 anesthfesiees par le froid (placees sur une feuille d*aluniinium en contact avec de la 
glace) » puis 2 ^1 de melange (2 ^ig d*acide nucl6ique) ont 6t6 injectes par souris. Les 
injections ont 6te rgalisSes dans le cortex* i Faide d'un micromanipulateur et une 
microseringue reliees i ime micro61ectrode. 

Les cerveaux ont €tit pr&leves 48 heures plus tard, homog&ieises. centrifuge 

15 et le sumageant utilise pour le dosage de la luciferase. Pour cela, le sumageant a ete 
incube en presence d'un tampon comprenant de la luciferine, du coenzyme A et de 
TATP. et la lumiere emise (g6neralement pendant 10 secondes) a ete mesuree avec im T 
luminometre (Wood K. (1990) Promega Notes, 28). 

Les resultats obtenus montrent une activite en unites lumidre relative 

20 normalise de 425 RLU/cerveau (moyemie de 10 animaux) (RLU = "relative light 
unit") lorsque le transfert est realise au moyen de la composition de Tinvention avec 
R-0,8, contre une activity normalise de 100 RLU/cerveau lorsque le transfert est _^ 
realise au moyen du plasmide seul (moyenne de 10 animaux). . 

KXEMPLE 3 - Comparaison du transfert d'acide nucleique in vivo dans le cerveau de 
25 souris nouveau-n£es en utilisant une lipopolyamine dans im rapport R = 1,5 et 0,8. 

3.1. Transfert du plasmide pCMV-luc 

Pour le rapport Rs^,8, les conditions sont oelles de Texemple 2. Pour le 
rappcM R=l,5; 30 ^g de plasmide pCMV-luc (exemple 1.1.) ont ete dilues dans 30 |il 
NaCl 150 mM st^le (concentration de 1 (igAxl). Ensuite, 1,13 yl de 
30 dioctad&^lamidoglycyl spermine (DOGS) 40 mM, pr6par6 dans de r6thanol 100 %, 
ont 6t6 ajoutes. 
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Le m^ge a 6t6 vortexS rapidement et utilise pour des injections 
iiitiac6r3»ales Chez des souris nouveau-nSes. Four cda. les souris ont £t6 
Bnffifrti&Bi6fta par le froid (plactes sur une feuille d*aiuinimuni en contact avec de la 
glace), puis 2 |j1 de mglan^ (2 d'acide nucl6ique) ont 6te inject^ par souris. Les 
5 injections ont 6t6 rtalisfees dans le cortex, i I'aide d'un micromanipulateur et une 
microseringue relives k une micro^ectrode. 

Les cerveaux ont 6te preleves 48 heures plus tard. homogen6ises, centrifuges 
et le sumageant utUis6 pour le dosage de la lucif&ase selon le protocole dteit dans 
I'exemple 2. Les r6sultats obtenus montrent une activity nonnalis4e de 89 
10 RLU/cerveau (moyenne de 12 animaux) locsque le transfert est r&lisfe au moyen de la 
composition de I'invention avec un rapport R«1.5, centre une activitfe normalise de 
100 RLU/cerweau locsque le transfert est r6alis6 au moyen de la compositicm de 
I'invention avec un rapport R=0,8 (moyenne de 11 animaux). 

3.2. Transfert du plasmide pSV-nls LacZ 

15 La mfime procedure que dans I'exemple 3.1. ci-dessus a ete employee pour 

transferer le plasmide pSV-nls UcZ comportant le gene LacZ codant pour la |J- 
galactosidase sous controle d'un promoteur SV40 (simian virus 40). Cette 
construction (exemple 1.2.) code aussi pour un peptide de signalisation & localisation 
nucl6aire. L'enzyme p-galactosidase est ainsi taasport&e vers le noyau et la reaction 

20 enzymatique produite par I'acide nud&que est Uaiit&e & cette rfegion subcellulaire. 
Les injections ont 6t6 rgalisSes de la mfeme mani^ que pour le plasmide pCMV-luc, 
et les cerveaux ont aussi 6t6 pr§lev6s 48 heures post-transfection, fixes dans le 
paraformaldaiyde (2 %) pendam 24 heures puis traitte pour la reaction |3- 
galactosidase. Les cervreaux ont ensuite 6t6 examines pour les sites d'expression, les 

25 zones poatives coup6es au cryostat (15 ym), montees sur lames et photographiees. 
Dans 2 series d'experiences indfependantes, trois animaux sur 10 montrent, au niveau 
des regions situ6es autour de la zone d'injection, des groupes de ceUules dont le 
noyau pr6sente une coloration bleue tr&s prononc^e. caractiristique de I'activitS B- 
galactosidase. 

30 F-XF-MPLE 4 - Transfert d'acides nuclSiques in vitro : optimisation du rapport 
lipqpolyamine/adjuvant 

Get exemple dterit le transfert d'addes nuclSiques in vitro (sur cultures 
cellulaires) au moyen d'une composition selon I'inventitm comprenant I'acide 
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nucliique, line lipopol]ramine et tin adjuvant (lipide neutre) dans differentes 
conditions. 

10^ cellules des lign6es fibroblastes 3T3 et hepatome humain HepG2 ont ete 
incubees respectivement en presence de 1 et 2pg des plasmides pCMV-fiGal ou 
5 pCMV-Luc dans differentes conditions : ^ 

- en ix^§sence de DOGS dans des rapports de charges R= 1. et 1.5 

- en Tabsenoe ou en presence de 1, 2, 5 ou 10 Equivalents d*un adjuvant 

(DOPE). 

Le pouvoir transf ectant a ensuite d6termin6 dans les conditions d6crites k 
10 Texemple 2 pour la luciferase. ou par mesure des pourcentages de cellules presentant 
un coloration bleue prononcee pour TactivitE LacZ. Les resultats obtenus sont 
prgsentes dans les tableaux ci-dessous. 

Tahl^flii 1 ; Activity Lucif^rase fen RLU/ 10 sec-/mg Prot.) 



Conditions/Cellules 


3T3 


HepG2 


DOGS (R= 1.5) 


1,7.106 


2.102 


DOGS (R« 13) ■(■ 2 eq DOPE 


2.107 


8.103 



15 Tableau 2 : Activite LacZ 





Fibroblastes 3T3 


Rapport de DOGS 


I 


1,5 


OeqDOPE 


0 


5 


1 eq DOPE 


8 


30 


2 eq DOPE 


48 


69 


5 eq DOPE 


15 


25 


10 ea DOPE 


5 


10 



EXEMPLE 5 - Transfert d*acide nucl6ique in vivo dans le cerveau de souris nouveau- 
n^ en utilisant une lipopolyamine dans un rapport R = 1 et un lipide neutre. 

Dans cet exemple» une solution ethanolique de DOGS i 40 mM a ete 
20 mSlangee avec un volume egal dWe solution de dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE) & 80 tvM, pr6paree dans un melange chloroforme/Sthanol (1/5). Ainsi pour 
im equivalent de DOGS la composition contient deux equivalents de DOPE. 
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30 Hg de plasmide pCMV-luc (exemple 1.1.) ont €tib dilu^s dans 30 ^1 NaCl 
150 mM st£rile (concentraticm de 1 (ig^d). Ensuite. 1,5 yl du mflange DOGS/DOPE 
pr§par6 d-dessus ont 6t6 ajoutte. 

La suite du protocole (injections* pr§levements, dosages) est identique k 
5 celle dtoite a Texemple 3.1. Les rteuhats obtenus montrent une activitfe nonnalis§e 
de 241 RLU /cerveau (moyenne de 13 animaux) lorsque le transfert est r&alis6 en 
presence de Tadjuvant (lipide neutre). contre une acdvite normalisee de 100 
RLU/cerveau lorsque le transfert est r§alis6 en presence du DOGS seul, dans le mgme 
rapport de charges R = 1 (moyenne de 13 animaux). 

10 FXRMPLE 6 - Transfert d'acide nucleique in vivo dans le cerveau de souris nouveau- 
n6es en utilisant une lipopolyamine dans un rapport R = 1»25 et un lipide neutre. 

Dans cet exemple, une solution 6thanolique de DOGS 4 40 mM a ete 
melangee avec un volume egal d'une solution de dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE) a 80 mM, pr6par6e dans un melange chloroforme/ethanol (1/5). Ainsi pour 
15 un equivalent de DOGS la composition contient deux Equivalents de DOPE. 

30 \xg de plasmide pCMV-luc (exemple 1.1.) ont diluSs dans 30 ^1 NaCl 
150 mM stferile (concentration de 1 v^gfylh Ensuite. 1,87 m1 du m61ange DOGS/DOPE 
pr6par6 ci-dessus ont 6t6 ajout^ 

La suite du jM-otocole (injections, prelevements, dosages) est identique a 
20 celle decrite a Texemple 3.1. Les resultats obtenus montrent une activit6 normalis6e 
de 405 RLU/cenreau (moyenne de 8 animaux) lorsque le transfert est realise en 
presence de Tadjuvant, contre une activit6 normaliste de 100 RLU/cerveau (moyenne 
de 8 animaux) lorsque le transfert est r6alis§ en presence du DOGS seul, dans le 
meme rapport de charges R = 1,25. 

25 RXEMPLE 7 - Transfert d*acide nudSique in vivo dans le cerveau de souris nouveau- 
n6es en utilisant une lipopolyamine dans un rapport R » 1,5 et un lipide neutre. 

Dans cet exemple, une solution ethanolique de DOGS a 40 mM a ete 
melangee avec un volume egal tfune solution de dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE) a 80 mM, pr6par6e dans un melange chloroforme/ethanol (1/5). Ainsi pour 
30 un Equivalent de DOGS la composition contient deux Equivalents de DOPE. 
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30 ^ de plasmide pCMV-luc (exemple 1.1.) ont et6 dilues dans 30 f4l NaCl 
150 mM sterile (concentration de 1 \Mg/yl). Ensuite, 2,26 \d du melange DOGS/DOPE 
pr6par6 ci-dessus ont 6t6 ajoutte. 

La suite du protocole (injections, preievements, dosages) est identique a 
5 celle dterite & Texemple 4.1. Les rgsultats obtenus montrent une activity normalis^e 
de 165 RLU/cerveau (moyenne de 10 animaux) lorsque le transfert est r§alis6 au 
moyen d'une composition de Tinvention contenant un adjuvant (lipide neutre), ccmtre 
une activite normaliste de 100 RLU/cerveau (moyenne de 11 animaux) Icxsque le 
transfert est r6alis6 au moyen du DOGS seul, dans le meme rapport de chaiges 
10 (R=13). 

EXEMPLE 8 - Transfert d*acide nuclSique in vivo chez la souris en utilisant une 
lipopolyamine dans un rapport R s 3. 

Cat exemple d6crit le transtert du plasmide pCMV-luc in vivo sur des souris 
adultes. Les experiences ont et^ realises sur des souris adultes anesthesiees au 
15 pentobarbital. 

8.1. Transfert par voie veineuse 

Pour chaque souris, 100 \xg de plasmide pCMV4uc ont ete dilues dans 
100 fil de NaCl 150 mM. Ensuite, 7,5 |il de DOGS 40 mM ont ete ajoutes a la 
solution. La veine jugulaire des souris a ensuite ete exposee par dissection, et la 

20 solution ci-dessus injectee dans la jugulaire en direction du coeur. La peau a ensuite 
ete refermee avec des agrafes. 48 heures apris I'injection, les souris ont et^ sacrifees 
par dislocation cervicale» et le foie, les pbumons, la rate, le oerveau, les teins et un 
SchantiUon de muscle squelettique ont §te prelevSs. Apres homogeneisation et 
centrifugation. les sumageants ont ete utilis&s pour doser la luciferase. Cette 

25 experience d StS realisee sur 4 souris. Aucune expression de la luciferase n'a €t& mise 
en evidence dans les differents tissus testes. 

8.2. Transfert par voie intramusculaire 

60 (ig de plasmide pCMV-luc ont ete dilues dans 300 ^1 de NaCl 150 mM. 
Ensuite, 4,5 yl de DOGS 40 mM ont ete ajoutes i la solution. 50 pi du melange 
30 prepare ci-avant (10 \xg d'ADN) ont ensuite ete injectes pour chaque souris, k travers 
la peau, dans le muscle anterieur tibilalis. 48 heiues apres Finjection, les souris ont 
ete sacrifees par dislocation cervicale, et les muscles injectes ont ete preieves. Apres 
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homogeneisation et centrifugation, les sumageants ont ete utilise pour doser la 
ludf6rase. Cette e3q)6rience k 6t6 r6alis£e sur 6 souiis. Aucune expresAon de la 
lucifSrase n'a St6 d&cel6e. 

F^ yKMPT^R Q . Transfert d'acide nucleique in vivo chez la souiis en utilisant une 
5 lipopolyamine dans un rapport R = 4. 

Cct exemple decrit le transfert du plasmide pCMV-luc in vivo sur des souris 
adultes. Les experiences ont ete r6alisees sur des souris adiiltes anesthesiees au 
pentobarbital. 

9,1. Transfert par voie veineuse 

10 Pour chaque souris» 100 |ig de plasmide pCMV-luc ont ete dilues dans 

100 pi de NaCl 150 mM. Ensuite. 10 pi de DOGS 40 mM ont ete ajoutfe ft la 
solution. La veine jugulaire des souris a ensuite 6t6 exposee par dissection, et la 
solution ci-dessus injectee dans la jugulaire en direction du coeur. La peau a ensuite 
ete refermee avec des agrafes. 48 heures aprte Tinjection, les souris ont Ste sacrifees 

15 par dislocation cervicale, et le foie, les poumons, la rate, le cerveau. les reins et un 
SchantUlon de muscle squelettique ont it& ptSlev^s. Aprte homogmSisation et 
centrifugation, les sumageants ont ^ utilises pour doser la ludf^rase. Cette 
e3q>6rience k 6t& r§ali5§e sur 4 souris. Aucune expression de la lucif^rase n'a 6t§ mise 
en Evidence dans les differents tissus testes. 

20 9.2. Transfert par voie intramusculaire 

60 (ig de plasmide pCMV-luc ont et& dilues dans 300 ^l de NaCl 150 mM. 
Ensuite, 6 ^1 de DOGS 40 mM ont ete ajout6s k la solution. 50 (il du melange preparg 
ci-avant (10 (ig d*ADN) ont ensuite Ste inject^ pour chaque souris, a travers la peau, 
dans le mtiscle antdrieur tibilalis. 48 heures apr&s Tinjection, les souris ont ete 

25 sacrifees par dislocation cervicale, et les muscles injectes ont ete preleves. Apres 
homog^eisation et centrifugation, les sumageants ont et€ utilises pour doser la 
luciferase. Cette experience a Ste realisee sur 6 souris. Aucune expression de la 
lucif erase n'a ete deceive. 
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REVENDTCATfONS 

1. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique et une 
lipopolyamine caracterisee en ce que le rapport (R) charges positives de la 
lipopolyamine sur charges negatives de Tadde nucleique est inferieur ou egal a 2. 

5 2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que la 

lipopolyamine comprend au moins une region hydrophile polyamine de fonmule 
generate H2N-(-(CH)ni-NH-)n-H laquelle m est un nombre entier superieur ou 
egal a 2 et n est un nombre entier superieur ou egal a 1, m pouvant varier entre les 
differents groupes de carbone compris entre 2 amines, et une region lipophile qui peut 
10 Stre une chaxne hydrocarbon6e» saturte ou non, du cholesterol, un lipide naturel ou un 
lipide synthetique capables de former des phases lamellaires ou hexagonales. 

3. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que m est compris 
entre 2 et 6 inclusivement et n est compris entre 1 et 5 inclusivement - 

4. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que la r§gion 
15 polyamine est representee par la spermine ou un analogue de la spermine ayant 

conserve ses proprietes de liaison a FADN. 

5. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que la 
lipopolyamine est choisie parmi le DOGS et le DPPES. 

6. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que I'adde 
20 nucleique est un acide desoxyribonucleiqite. 

7. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que I'adde 
nucleique est un acide ribonucieique. 

8. Composition selon la revendication 6 ou 7 caracterisee en ce que Tadde 
nudeique est modifie chimiquement 

25 9. Composition selon la revendication 6 i B caracterisee en ce que Tadde 

nucleique est un antisens. 

10. Composition selon Tune des revendications 6 & 8 caracterisee en ce que 
I'acide nucleique comporte un gene therapeutique. 
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11. Composition selon IHme quelconque des revendications pricedemes 
caractSrisee en ce que le rapport R est compris entre 0»1 et 1 »9. 

12. Composition selon la revendication 11 caractSris6e en ce que le rapport R 
est compris entre 0,5 et 1,5. 

5 13. Composition comprenant un adde nucleique, tme lipcpolyamine et un 

adjuvant capable de s'asspcier au complexe lipopolyamine/acide nucleique et 
d'am£liorer son pouvoir transf ectant 

14. Composition selon la revendication 13 caract6ris6e en ce que Fadjuvant 
est un ou plusieurs lipides neutres. 

10 15. Composition selon la revendication 14 caracterisee en ce que le ou les 

lipides neutres sont choisis parmi les lipides synthetiques ou xiaturels. zwitterioniques 
ou d6pourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. 

16. Composition selon la revendication 15 caracterisee en ce que le ou les 
lipides neutres sont des lipides i 2 chaines grasses. 

15 17. Composition selon la revendication 15 caract6ris6e en ce que le ou les 

lipides neutres sont choisis parmi la diol6oylphosphatidyl6thanolamine (DOPE), 
rol6oyl-palmitpylphos-phatidyl6thanolamine (POPE), le di-stfeaioyl, -palmitoyl, - 
mirystoyl phosphatidyl6thanolamine ainsi que leurs derive N-m6thyl6s 1 a 3 fois; les 
phosphatidylglyoerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les 

20 cerSbrosides (tels que notamment les galactocerSbrosides), les sphingolipides (tels 
que notamment les sphingomyelines) et les asialogangliosides (tels que notamment 
les asialoGMl et GM2). 

18. Composition selon les revendications 13 a 17 caracterisee en ce que la 
lipqpolyamine est def inie selon les revendications 2 k 5. 

25 19. Compositicm selon la revendication 13 caract£ris6e en ce que le rapport 

(R) charges positives de la lipopolyamine sur charges negatives de Tadde nucl6ique est 
inf^cieur ou 6gal & 2. 
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20. Composition sdon l*une des revendications 13 i 19 caracterisee en ce 
qu*elle comprend de 0»1 k 20 equivalents d*adjuvant pour 1 ^uivaloit de 
lipopolyamine. et, plus pr6f£rentiellement, de 1 i 5. 

21. Composition salon IHme quelconque des revendications precedenies 
5 caracterisee en ce qu*elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour 

une fonnulation injectable. 



22. Composition selon Tune quelconque des revendications prece denies 
caracterisee en ce qu'elle comprend tm vehicule pharmaceutiquement acceptable pour 
une application sur la peau et/ou les muqueuses. 



INTERNA-nONAL SEARCH REPORT I trT/«Tn« 

PCT/FR 95/00022 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER ^. 

IPC 6 C12N15/87 A61K47/48 A61K48/00 A61K9/127 



Accordmt to InteniaBonai Patent Q4gificatton (IPQ or to bodi nAftooai dasnficaiion tnd IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



aeardied (rtifiifirinnn lymm foUowed by daaificanon lymbote) 

IPC 6 A61K C12N 



» tbe cxm that «ich documcntt ire included in die fiddi tearcted 



ItaddunngdM 



of datt bate ttd, wten pncBoU 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Caiegiory* ataion of doaimfm, with indicanop, where appropnaiet of the wicvattt pwaiea 



PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA. 

VOK86, September 1989» WASHINGTON US 
pages 6982 - 6986 

J. -P. BEHR ET AL 'Efficient gene 
transfer into mamroalian primary endocrine 
cells with 1ipopo1yamine'-CL;ated DNA' 

*see the whole document plus 
in particular figure 4* 



Rckvmt to daim No. 



1-6.11. 
12 



I arc ilttcd in dM t 



lionof boxC 



m 



Patent iuBily 



are hnedin 




fcnenl Aateof die art winch ia not 
to be of pmcular Rlevanee 

but putaiitfMd on or after die intemadooal 

fiitt^g date 

X* docuraaitwMclimaydirowdoubtionpriontydaini(s)or 
' isdtidtDCttataUdittiepublicaluindateof anodier 
eaaoo (aa qpcdfied) 
*0* docuiiemfctennstoanoraldiidoBiBciaccxhibtdonor 



T* later doonnaitpublidfeed after die tntemadonai filing dau 
or flROfity date and not in conflict With die apnlicanon but 
dted to undentnd the pnnetple or dieory underiying die 



'P' documfnr pubtidicd prior to the internattooal filing date but 
later Aandwpiicntydauc' — ^ 



"X* doctanent of particiilar rdcvaaee; the datmed invendon 
caanoc be conadcred novel or cannot be cooBdered •> 
involve an taventtve itep when die docunentu taken alone 

'Y* document of paitieularrdcvance; die datmedinvcnnon 
came be coodBdered to invdvc an inwndvc ee^ wiinjhe 
4fwian*n^ it etmhint^ ****** ****** 
ments. wch comtainabon being obvMUS ID a p 
in the art. 

'ft' docunentmember of die same patent Guoay 



Dale of die 



ofdw 



14 March 1995 



Date of mailing of the intemadonal search report 



29.03.95 



Name and 



of die ISA 

European Patent Office, P.B. SBlt Patendaan 2 
NL - 22S0 HV Riiswiik 
Td.!-!- 31-70) 34O-204a Tjl 31 631 cponl* 
Fax (•^ 31-70) 340-3016 



Authorised offico- 



Le Cornec, N 



pcT/aAaie<M 



1 siMtg <Juty iffS) 



page 1 of 2 



ItB% oofti Applt«attoa No ^ 
PCT/FR 95/00022 





jaaoa) DOCUMENTS COhSIDEREO TO BE RELEVANT 




CUegory' 


^!tiBon of dooBttcm, with mdica&oa, where appropnate, of the relevant paxsages 


Rclevaat to claim No. 


X 


METHODS IN ENZYMOLOGY, 
vol.217, 1993 
pages 599 - 618 

J. P. LOEFFLER ET AL 'Gene transfer into 
primary ana estaDilsned inamfflalian cell 
lines with 11popo1yamine-*coated ONA' 

*see the whole document and plus 
in particular figure 8, pages 
615-617 * 


1-6,11. 
12 


X 


JOURNAL OF LIPOSOME RESEARCH* 
vol .3, no.l» 1993» NEW YORK US 
pages 17 - 30 

XIANG GAO ET AL 'Cation 1c liposomes and 

polymers for gene transfer' 

see page 25, line 9 - page 26, line 15 


13-17 


A 


THE INTERNATIONAL JOURNAL OF DEVELOPMENTAL 
BIOLOGY, 

vol.35, no. 4, December 1991 
pages 481 - 484 

B.A. DEMENEIX ET AL 'Gene transfer Into 

intact verteoraie emoryos 

cited In the application 

*see the whole document plus 

in particular page 482 right-hand 

column* 


1-6 


A 

A 


HUMAN GENE THERAPY, 
vol.3, 1992 
pages 267 - 275 

M.J, STEWART ET AL 'Gene transfer in 
vivo with ONA*liposome complexes : Safety 
and acute toxicity In mice' 

♦discussion, page 269 left-hand column* 

column 

WO, A, 94 00009 (GcNPHARM INTcRNATIONAL, 
INC.) 6 January 1994 
see page 24 - page 27 
see claims 

see page 32, line 9 - line 24 


1.6. 

13-17,20 

1 


A 


PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

vol .Ob, August 19o9, WASHINGTuN Ud 

pages 6077 - 6081 
R.W. MALONE ET AL 'Cationic 
llposome-mediated RNA transfectlon' 
see page 6078, right column 


1.7.13 


A 


WO, A. 93 24640 (THE REGENTS OF THE 
UNIVERSITY OF CALIFORNIA) 9 December 1993 

*see the whole document plus 

in particular examples 22-24,26-27* 


1,6,10, 
13-17 



Pons PCTyiSA/310 (eoatleuattee of saeoad ihaat) (July Iff!) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


bu .onal AppUctttoa No 

PCT/FR 95/00022 


P«^t document 
d* 4 tevch leport 


Publication 
date 


Patent family 
inember(f) 


Publication 
date 



WO-A-9400569 06-01-94 AU-B- 4541093 24-01-94 



AU-B- 3467193 19-07-93 

AU-B- 4407593 30-12-93 

AU-B- 4528493 04-01-94 

CA-A- 2126101 24-06-93 

CA-A- 2134773 09-12-93 

EP-A- 0625207 23-11-94 

WO-A- 9312240 24-06-93 

tfO-A- 9325673 23-12-93 



WO-A-9324640 09-12-93 



Ftnn fCt/OA/M (pMBt family uMi) ^ht| ItR) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Da . iBtcnaaoculc No 

PCT/FR 95/00022 



A. Oj^SSEMEOT DE I/OBJET DE LA DEMANDE 

CIB G C12N15/87 A61K47/48 A61K48/00 A61K9/127 



Sdoo U ctoaficition tntqiMtionalc dq breveti (aB) ou A It foil tdon U diaificaiion nanonalc ct U CIB 



B, DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



DocuracBtatioo miminAle coasultte (tyttfimc dc rtiraficiticn nivi da lyrobolcs de cUssemcni) 

CIB 6 A61K C12N 



Mondfite aidic que la doai m cn w iop mtuflulc dm U mcsurc ott oes documcim rdtvent da doouiaa tur lequdt a pott U fcAcrdM 



Base de domiea decttauquc conwltte au coun de U raelierehe mttmaiiaaalc (oom dela base de donnas, ct si eda est italtsiblc, lenna de fccho^c 

utilisa) 



C. DOCUMENTS ODNSIDERES COMME PERTINENTS 



Cattgohe * Identiflcstion des documents dxts, avec, te cu tch^int. I'indicatjon des pasigcs percments 



no. dcs revendicatiocs visees 



PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

vol.86, Septembre 1989, WASHINGTON US 
pages 6982 - 6986 

J. -P. BEHR ET AL 'Efficient gene 
transfer Into mammalian primary endocrine 
cells with llpopolyamine-coated ONA' 
* 1e document en entler plus 
partlcullirement la figure 4 * 

-/— 



1-6,11, 
12 



I )(| Voir la suite du cadre C pour la fin de la Itfle da documents 



La documents de faraiUa de brevets sont indlqute en i 



* Cat^goha spedala de documents citte 

'A* document dtlhttssint rttat gteeral de la technique, non 
oonndtrfe comme paiticiilitfeiiMnt pcnmcnt 

'E' document antteieur, mais puUie A la date de dtpot intematioaal 
ouapfts cetie date 

*L' document pouvaat ieter un doute sur une revendication de 
pffioritt ou dt^ pour dttcj miner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison sptetale (tdle qu'indiqute) 

'O' document se rtfferant A une divulgation orate. A ua usage, A 
une exposition ou tous auira mqyens 

'P' document puUie avant la date de dtoOt international, mais 
postericufcmenc A la dau de phohife revendiqutc 



document ulterieur public aprts la date de dfcpdt intemaiionai ou la 
date de priority et n'appartencnant pas A I'etat de la 
technique piertmcnt, mais cttt pour compraidre le phnape 
ou la mtone constituent la base de Tinvention 

*X* document panxculieremcnc peitincnt; Tinvention revndiqu^e ne pcut 
Are consioMe comme nouvelle ou comme impliquant une activity 
inventive par npport au document considtr^ iaoltaMnt 

*Y* document particuherement pertinent; I'invcntion revendiqute 
ne pcut eire considerte comme in^Uquant une activity inventive 
lorsque le document est assoat A ua ou ^usieun autra 
documents dc mCme nature, oette combinaison etant evidente 
pour une personne du m^er 

'&* document qui fait partie de la mtmt fanaille de brevets 



Date A laqudle la rechochc inteniaiiooale a etft efrccbvancnt achevec 



14 Mars 1995 



Date d'expMiiion du preont rapport d« recherdtc iatemahanalc 

29.03.95 



Norn et adrcse postale de I'admimstraiion chargee de la rechcrehc tntcmationale 
Office Europten des Breveti, P.B. S81B Patenttaan 2 
NL * 22S0 HV Rjjswi}k 
Td. ( + 31.70) 340-2040, Tx, 31 651 cpo nl, 

Fajc(+ 31-70) 340-3016 



Foncdooaaire autorisA 



Le Cornec, N 



Fermulatn PCT/ISA/SIO ItfeuirimM fmiUI*) (iuiUM If93) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



D«i t iBttnatioBale No 

PCT/FR 95/00022 



[ C^tuUt) DOCUMBim CONSIDERES OOMME PERHNEWIS 

I MwMwacii dw d ocu i iif u u dtbi, ancc, l« cm «clitint. I'indwittca dw 



METHODS IN ENZYMOLOGY, 
vol.217, 1993 
pages 599 - 618 

J. P. LOEFFLER ET AL 'Gene transfer into 
primary and established mafflmalian cell 
lines with lipopolyamine-coated ONA' 
''le document en entier et plus 
particuliirement la figure 8 , page 
615-617 * 

JOURNAL OF LIPOSOME RESEARCH. 
vol.3, no.l. 1993, NEW YORK US 
pages 17 - 30 

XIANG GAO ET AL 'Cation 1c liposomes and 

polymers for gene transfer' 

voir page 25. ligne 9 - page 26, ligne 15 

THE INTERNATIONAL JOURNAL OF DEVELOPMENTAL 
BIOLOGY. 

vol.35, no. 4. D^cembre 1991 
pages 481 - 484 

B.A. DENENEIX ET AL 'Gene transfer into 
intact vertebrate embryos' 
cit^ dans 1e demande 

* 1e document en entier plus 

part 1 cull Bremen t page 482 colonne de 
droite * 

HUMAN GENE THERAPY, 
vol.3. 1992 
pages 267 - 275 

M.J. STEWART ET AL 'Gene transfer in 
vivo with DNA-liposome complexes : Safety 
and acute toxicity in mice' 

* discussion, page 269 colonne de gauche * 

W0.A.94 00569 (GENPHARM INTERNATIONAL, 

INC.) 6 Janvier 1994 

voir page 24 - page 27 

voir revendi cations 

voir page 32, ligne 9 - ligne 24 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA. 

vol.86. AoOt 1989. WASHINGTON US 

pages 6077 - 6081 

R.W. MALONE ET AL 'Catlonic 

1 Iposome-medlated RNA transf action' 

voir page 6078, colonne de droite 

WO. A, 93 24640 (THE REGENTS OF THE 
UNIVERSITY OF CALIFORNIA) 9 Dicembre 1993 

* 1e document en entier plus 

parti cu116rement exemple 22-24,26-27 * 



1-6,11. 
12 



13-17 



1-6 



1.6. 

13-17,20 



1-20 



1.7.13 



1.6.10. 
13-17 



rnmw i Wn PCTASA/ao (tutu U la 4mmlkm» Milt) (fuiM 1993} 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 




Document biwit cibft 
«u nopon de rechErcht 



Datede 

publicttton 



Mcinbre(c) &t b 
rimiUe de breTec(t) 



Datede 
publicttion 



W0-A-9400S69 



06-01-94 



AU-B- 



4S41093 



24-01-94 



WO-A-9324640 



09-12-93 



AU-B- 



3467193 



19-07-93 



AU-B- 


4407593 


30-12-93 


AU-B- 


4528493 


04-01-94 


CA-A- 


2126101 


24-06-93 


CA-A- 


2134773 


09-12-93 


EP-A- 


0625207 


23-11-94 


V«)-A- 


9312240 


24-06-93 


WO-A- 


9325673 


23-12-93 



THIS PAGE BLANK (MSPTO) 



